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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Vu Van Quyena pt.
,,Jnfluence of the ribosome on protein ejection and folding”

Zwijanie bialek oraz sily i mechanizmy rzadzace tym procesem sa przedmiotem intensyw-
nych badan, zaréwno eksperymentalnych jak i teoretycznych, od ponad pét wieku. Male biatka
(do 100 reszt aminokwasowych) podlegaja odwracalnej denaturacji i renaturacji po usunieciu
czynnika denaturujacego, o ile denaturacja nie odbywala sie w drastycznych warunkach. Nato-
miast duze bialka, w szczegdlnoéei biatka wiclodomenowe, posiadaja zlozona kinetyke zwijania.
Czesto wymagaja one biatek opickunczych (chaperonéw) aby osiagnaé strukture natywna. Jed-
nym z postulowancych mechanizméw zwijania bialek jest mechanizm kotranslacyjny, wedlug
ktérego zsyntentyzowana juz cze$é bialka zaczyna sie zwijaé od razu, w tzw. przedpokoju
(westybulu) rybosomu, ktéry ogranicza dostepna przestrzen. Ten proces byt przedmiotem teo-
retycznych badarn przeprowadzonych przez Pana mgra Vu Van Quyena a wynikiem tych badan
jest przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Kandydata, wykonana pod kierunkiem
znanego w Polsce i na $wiecie naukowca zajmujacego sie od lat teoretycznymi badaniami zwi-
jania i agregacji bialek, prof. dra hab. Maisuana Li.

Preambula rozprawy sklada sie z o$wiadczenia Kandydata potwierdzajacego, ze przed-
stawiony material powstal w toku Jego badan prowadzonych w celn uzyskania stopnia na-
ukowego doktora oraz spelienie warunkéw rzetelnosci i uczciwoéci naukowej, “streszczenia w
jezyku angielskim, streszczenia w jezyku polskim, spisu publikacji bedacych podstawa roz-
prawy oraz innych publikacji Kandydata, spisu tresci, spisu rysunkéw, spisu tabel, wykazu
skrétéw, podziekowan i dedykacji. Gléwna cze$¢ rozprawy sklada si¢ z 13-stronicowego
wstepu, stanowiacego rozdzial 1, 17-stronicowego opisu stosowanych metod obliczeniowych,
stanowiacego rozdzial 2, reprintéw trzech publikacji stanowiacych podstawe rozprawy, kazda z
ktérych poprzedzona jest krétkim wstepem, streszczeniem i o$wiadczeniami Kandydata oraz
wspélautoréw, okreslajacych ich wklad do danej publikacji (rozdzialy 3 — 5), wnioskéw oraz
kierunkéw przyszlych badan (rozdzial 6) i spisu odnoénikéw literaturowych. Gléwna czesc
rozprawy zajmuje 112 stron, wlaczajac reprinty publikacji. Cala rozprawa, z wyjatkiem pol-
skojezycznej wersji streszczenia, jest napisana w jezyku angielskim.
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Publikacje bedace podstawa recenzowane] rozprawe ukazaly sie w bardzo dobrych czasopi-
smach naukowych, odpowiednio J. Am. Chem. Soc., Chem. Sci. oraz J. Phys. Chem. B. Zo-
staly one pozytywnie ocenione pod wzgledem merytorycznym przez niezaleznych recenzentow.
Wszystkie prace powstaty we wspélpracy z grupa prof. O’Briena z Pennsylvania State Univer-
sity. Kandydat jest pierwszym autorem dwéch z trzech publikacji skladajacych si¢ na rozprawe.
Wedlug o$wiadczen, wykonal i zinterpretowal wyniki symulacji komputerowych do publikacji 21
3 oraz czeéé¢ (symulacje petnoatomowej dynamiki molekularnej) do publikacji 1. Samodzielnosé
i wklad pracy Kandydata do rozprawy nie budza zadnych watpliwosci. Kandydat jest ponadto
wspélautorem jednej innej pracy opublikowanej w Biochemistry, jednej przyjetej do druku w
Nat. Commun. oraz dwéch, ktére sa obecnie na etapie preprintéw zdeponowanych w bioRziv
(w tym pierwszym autorem jednej z nich).

We wstepie Kandydat omawia strukture bialek oraz problem zwijania bialek, nawiazujac
przy tym do slynnego paradoksu Levinthala oraz rozwiazujacej ten paradoks teorii “lejka”
(folding funnel) ktéra méwi, ze hiperpowierzchnia energii bialka ma strukture hierarchiczna,
co dramatycznie redukuje zakres przeszukiwanych konformacji. Nastepnie dyskutuje rolg od-
dzialywan hydrofobowych w procesie zwijania. W kolejnych podrozdzialach omawia struk-
ture rybosomu oraz kotranslacyjne zwijanie bialek na rybosomie wskazujac, ze rybosom moze
spelniaé zaréwno role przyspieszajaca jak i opéZniajaca zwijanie. Cze$C wstepu na temat ry-
bosomu konczy poréwnanie $ciezek zwijania na rybosomie oraz poza nim. Wstep konczy sig
podaniem celu pracy, ktérym bylo zbadanie wplywu rybosomu, w szczegélnoéci oddziatywan z
jego tunelem, na zwijanie bialek. Cel ten zostal rozbity na trzy cele szczegotowe: (i) zbada-
nie, w jaki sposéb oddzialywania elektrostatyczne z kanalem rybosomu wplywaja na szybkos¢
opuszczania rybosomu przez biatko, (ii) zbadanie modelowych oddziatywan hydrofobowych w
kanale rybosomu i poréwnanie ich z oddzialywaniami w jego nieobecnoéci oraz (iii) poréwnanie
$ciezek i kinetyki zwijania kotranslacyjnego wybranych bialek ze zwijaniem poza rybosomem.

Wstep jest napisany dobrze i moze shuzy¢ jako swietne kompedium wiedzy o zwijaniu bialek
na rybosomie (jakkolwiek nie ogélnie o mechanizmach zwijania bialek). Tym niemniej mam
do tej czedci rozprawy uwagi krytyczne. Po pierwsze, tytul podrozdzialu 1.1., “Protein and the
folding problem”, zawiera blad gramatycziy; powinno by¢ ,,Proteins”, poniewaz nie mowi sie
tutaj o jakim$ jednym bialtku ale o bialkach w ogéle. W pierwszym zdaniu tegoz podrozdzialu
jest stwierdzenie ,,proteins have emerged as the most complex structures known to science.”
Nie jest to prawda, poniewaz mozna latwo wymieni¢ struktury bardziej zlozone, chociazby
wirusy. Natomiast biatka sa zapewne naturalnymi makromolekulami o najbardziej zlozonej
strukturze przestrzennej. Na stronie 2, w liniach 14 i 15 jest stwierdzenie ,,many proteins
must self-assemble into specific structures (known as native states)” — raczej ,.known as native
structures”, poniewaz natywny stan biatka obejmuje jego strukture jako jeden z elementow.

W czesci metodologicznej Kandydat na wstepie (podrozdzial 2.1) omawia .metode dyna-
miki molekularnej. Stusznie przytacza tutaj hipoteze crgodyczna, ktéra jest podstawa oblicza-
nia wartoéci $rednich z trajektorii dynamiki molekularnej, ktére mozna nastepnic poréwnac z
odpowiadajacymi im wielko$ciami eksperymentalnymi. Natomiast w rozdziale tym powinna
znalezé sie informacja o tym, jakie zespoly statystyczne mozna symulowaé¢ metoda dynamiki
molekularnej a dalej, jak kontrolowa¢ temperature/ci$nienie i chociaz wspomnie¢ o algoryt-
mach rozwiagzywania réwnan ruchu, w szczegélnosci tych z grupy algorytmoéw symplektycznych
oraz o tym, dlaczego trzeba stosowaé krétki (femtosekundowy) krok czasowy w symulacjach
dynamiki molekularnej. Powinna tez pojawié si¢ informacja o dynamice Langevina i Browna,
ktére Kandydat wykorzystuje w symulacjach gruboziarnistych. W drugiej czesci podrozdziatu
Kandydat wymienia najczesciej stosowane pakiedy programéw dynamiki molekularnej oraz po-




daje definicje pél sitowych, z rozréznieniem pél pelnoatomowych i gruboziarnistych oraz krotko
dyskutuje zalety 1 wady kazdego z tych trybéw modelowania.

W podrozdziale 2.2, Kandydat omawia w sposéb ogélny pelnoatomowe pola silowe oraz
odpowiednie wkiady do energii. Znalazlem tutaj jedno niezreczne sformulowanie: w linii 3
pod réwnanie 2.2 na str. 17 pojawia sie¢ stwierdzenie ,,the third term represents the dihedral
potential between four points”, co jest bardzo niejasnym sformulowaniem, bo nie wiadomo
o jakie 4 punkty chodzi. W podrozdziale 2.3, Kandydat omawia uzywany w pracy model
gruboziarnisty oparty o centra zakotwiczone w atomach wegla a, opracowany w grupie prof.
O’'Briena. Jest to zmodyfikowany model typu Go, ktérego parametry sa tak dobrane aby struk-
tura natywna danego biatka byla globalnym minimum jego energii. Podrozdzialy 2.4 i 2.5 sa
poswiecone opisowi modelowania odpowiednio pelnoatomowego i gruboziarnistego rybosomu
508 z E. coli, podrozdziaty 2.6 i 2.7 odpowiednio sterowanej dynamice molekularnej i metodzie
prébkowania ,,parasolowego” (umbrella sampling), wraz z analiza wynikéw metoda wazonych
histograméw. Podrozdzialy 2.8 — 2.11 s poswiecone metodom analizy wynikéw: dekompozycji
potencjatu sredniej sity na wklad energetyczny i entropowy, okresleniu tetraedrycznosci otocze-
nia czasteczek wody, kontaktéw natywnych, czaséw zwijania i parametru postepu zwijania g, jak
réwniez parametréw zapetlenia kontaktéw miedzyresztowych. W tym zestawie brakuje bardzo
waznego opisu metodologii symulacji syntezy z kotranslacyjnym zwijaniem bialka na rybosomie,
opracowanej w grupie prof. O’Briena. Czytelnik musi siegna¢ do materialéw pomocniczych z
odnoénika 11 (Nat. Chem., 2023, 15, 308-318) trzeciej pracy bedacej podstawa rozprawy (J.
Phys. Chem. B, 2023, 127, 21, 4761-4774). Wspomniana praca z opisem metodologii jest co
prawda réwniez cytowana jako odnosnik o numerze 116 ale w zupelnie innym kontekscie, w
podrozdziale poswigconym uzywanemu w pracy modelowi gruboziarnistemu typu Go. W pod-
rozdziale 2.11 na stronach 26 i 27 jest mowa o nienatywnych stanach A i B, ktérym odpowiadaja
odpowiednio szybkie i wolne czasy zwijania. Czy stany te rzeczywiscie wyodrebniono czy tez
ich wprowadzenie raczej shuzylo lepszemu dopasowaniu numerycznemu? W rozdziale 2 po-
winna sie réwniez pojawié¢ definicja wielkosci Qmod 1 Qnormalize, kKtOre sa uzywane w pracy 3. W
szczegdlnodei, po definicje tej pierwszej trzeba siegnaé do materialéw pomocniczych odnosnika
11 w pracy 3.

Jak wspomnialem, rozdzialy 3 — 5 zawieraja wyniki. Glowna czescia kazdego z wymie-
nionych rozdzialéw jest reprint odnosnej publikacji. Kréki wstep, ktérym kazdy reprint jest
poprzedzony, pozwala z grubsza zorientowaé sie w przedmiocie publikacji, jednak jej lektura
jest wymagana, aby w pelni pozna¢ tres¢ zagadnienia. Oddzielnie jest réwniez podany abs-
trakt kazdej z publikacji niezaleznie od tego, ze pojawia sie on w reprincie. Wyniki uzyskane
w rozprawie opisane w wymienionych rozdzialach mozna podsumowaé nastepujaco:

1. Pokazanie, ze proces opuszczania przez biatko kanatu rybosomu charakteryzuje sie bar-
dzo duza rozpietoscia czasows i silnie zalezy od rodzaju bialka. Gléwnym czynnikiem
okreglajacym szybko$¢ opuszczania rybosomu okazaly si¢ oddzialywania clektrostatyczne
a bialka naladowane ujemnie opuszczaja rybosom (ktéry ma giéwnie tadunek ujemny)
szybciej. Roéwniez, wolne opuszczanie kanalu przez czes¢ bialek zapewne istotnie ogra-
nicza szybko$é¢ translacji. W tej pracy bylo uzywane zaréwno podejscie gruboziarniste,
jak i pelnoatomowe, przy czym obliczenia pelnoatomowe zostaly wykonane przez Kandy-
data. Obliczenia peloatomowe stanowily konieczne uzupelnienie i weryfikacje wynikow
obliczen w modelu gruboziarnistym.

2. Pokazanie, ze asocjacja hydrofobowa dwdéch czasteczek metanu w kanale rybosomu cha-
rakteryzuje sie mniejsza (o ok. 30 %) glebokoScia minimum kontaktowego niz asocjacja hy-




drofobowa poza kanalem. Wykonana przez Kandydata dekompozycja energii swobodnej
asocjacji pokazala, ze znaczacemu zmniejszeniu ulega wklad entropowy. Autor pokazatl, ze
uporzadkowania czasteczek wody w kanale rybosomu jest znaczaco wigksze niz poza nim
i na tej podstawie wyprowadzil wniosek, ze zwigkszone uporzadkowanie czasteczek wody
zmniejsza zysk pojegajacy na zwigkszeniu entropii wody po usunieciu jej czeéci ze sfery
hydratacyjnej metanu (w ktérej czasteczki wody sa bardziej uporzadkowane niz poza nia)
w wyniku asocjacji hydrofobowe;j.

3. Pokazanie, poprzez poréwnanie symulacji zwijania kontranslacyjnego oraz renaturacji
poza rybosomem modelowych biatek: DHFR, DDLB i CAT-III, ze wplyw $rodowiska
rybosomu na mechanizm oraz szybkosé i krajobraz energii swobodnej zwijania zalezy od
zlozonosci struktury natywnej, przede wszystkim od zapetlenia kontaktow natywnych.
Dobra miara wplywu oddzialywan z rybosomem na przyspieszenie zwijania okazal si¢ pa-
rametr ¢, bedacy miara wspélbrzmienia tworzenia kontaktéw natywnych z postepem zwi-
jania. W przypadku biatka DHFR, gdzie oddzialywanie z rybosomem wyraznie przyspie-
szalo zwijanie, kontakty te tworzyly sig juz we wezesnym etapach, w przypadku obecnosci
rybosomu. Natomiast dla dwéch pozostalych bialek, dla ktérych wplyw rybosomu na
zwijanie byl stabo zaznaczony, kontakty natywne pojawialy sie dopiero na zaawanso-
wanym etapie zwijania. Kapitalnym pomystem byla konstrukcja graféw obrazujacych
przejécia pomiedzy réznymi formami rozwinietego, niewlasciwie zwinigtego i zwinietego
bialka. DDLB i CAT-III, ktére posiadaja duzo zapetlonych kontaktéw natywnych, cha-
rakteryzowaly si¢ zwiekszona liczba ,,slepych zaultkow” w procesie zwijania, zarowno w
nieobecnosci jak i obecnosci rybosomu, natomiast te ,,$lepe zaulki” w wiekszosci zniknety
w obecnosci rybosomu w przypadku DHFR.

Streszczone powyzej osiagniecia merytoryczne zawarte w rozprawie sa nowoscia naukowa i
stanowig kamien milowy na drodze poznawania mechanizméw zwijania bialek. Wedlug moje]
wiedzy rozprawa stanowi pierwsze kompleksowe badania zwijania bialek na rybosomie, obej-
mujace zaréwno analize oddzialywan, jak i mozliwych mechanizméw. Warto$¢ naukowa roz-
prawy jest zatem bardzo duza.

7 obowiazku recenzenta ponizej ponizej przedstawiam drobne uwagi krytyczne do czesci
wynikowej (uwagi krytyczne do wstepu i czesci metodologicznej podalem przy oméwieniu tych
elementéw rozprawy). Czes¢ uwag krytycznych dotyczy tekstow publikacji poniewaz, jak wspo-
mnialem wyzej, ich lektura by}a konieczna do percepcji materiatu rozprawy. Poniewaz publika-
cje uzyskaly wezesniej pozytywna ocene niezaleznych recenzentéw, by¢ moze te akurat uwagi
lub ich czes¢ wynikaja z mojego niezrozumienia.

Rozdzial 4

Str. 53, linia 4: “two methanes (hydrophobic molecule)”, powinno byé: hydrophobic
molecules.

Str. 53, linie 81 9 od dotu: “contact minimum between two methane molecules is half as
stable as in bulk solution”: powinno chyba by¢ ,,is half as deep”: stabilno$¢ minimum
nalezaloby wezesniej zdefiniowaé bo mozna ja rozumie¢ albo jako gleboko$¢ minimum
albo jako rozmiar basenu zawierajacego minimum.

Publikacja 2, str 11853 linia 7 po lewej: jest “methyl moiety” zamiast “methin moiety”
(chodzi o grupe -CH- a nie -CHj).




Rozdzial 5, publikacja 3

Str. 4766, linia 33 po prawej stronie: Quormatized = 1 — powinno chyba by¢ Qnormatized <
1, poniewaz podana relacja jest niezgodna z rys. 2, oraz rys. S2 w materialach
pomocniczych, na ktérych Qnormatized Die przekracza 1.

Rys. 2: nalezaloby pokazaé¢ powiekszenie wykresu dla malych czaséw albo uzy¢ skali
logarytmicznej na osi czasu, poniewaz najistotniejsza czes¢ rysunku odpowiadajaca
poczatkowi symulacji jest malo czytelna. Ponadto, na rysunku powinno byé poka-
zane réwniez Q) a nie tylko Qnormatizea- Rysunek kldci sie z tabela 2 poniewaz wynika
z niego, ze rzekomo najwolniej zwija sie DHFR odwrotnie niz z tabeli.

Tabela 2: Dlaczego w tabeli 2 wystepuje tylko jedna wartosé¢ 7 podczas, gdy réwnanie
2 wyraznie wskazuje, ze wyliczano dwie? Ta uwaga ma zwiazek z moja uwaga do
rozdziatu 2 (metodologii) odnosnie dwéch stanéw rozwinietych A i B.

Réwnanie 4: Wielkos$¢ ¢ powinna mie¢ indeks ¢j, poniewaz zalezy od pary reszt.

W toku lektury rozprawy nasunely mi sie ponadto nastepujace pytania do Kandydata:

1. Kandydat stusznie zauwazyl, ze uzycie zmodyfikowanego modelu G6 moglo wplyna¢ na
uzyskane wyniki. Jaki, wedlug Kandydata, wplyw méglby tu mie¢ uzyty potencjal od-
dzialywan pomiedzy resztami niepozostajacymi w kontakcie w strukturze natywnej ktory,
w modelu Go, efektywnie generuje wylacznie odpychanie miedzy tymi resztami?

2. W rozdziale 6.2 na temat kierunkéw dalszych badan Kandydat sugeruje symulacje
pelnoatomowe do badania proceséw zwijania. Takie podejscie wiaze si¢ jednak z dwoma
problemami: bardzo dtugich symulacji i probleméw z ich zbiezno$cia, nawet przy wspoma-
ganiu réznymi wariantami metadynamiki (z ktérych dwa: metode dynamiki sterowanej
oraz prébkowania ,,parasolowego” Kandydat stosowal w pracy) oraz niewystarczajacej
jakoéci pdl sitowych, ktéra jest, z uwagi na ponizszy problem z kompletnoscia symula-
¢ji, znacznie trudniejsza do zweryfikowania, niz w przypadku pél gruboziarnistych. Czy
Kandydat méglby odniesé sie do tych probleméw?

Rozprawe doktorska Pana mgra Vu Van Quyena oceniam bardzo wysoko. Zalozone cele
badawcze zostaly w pelni zrealizowane. Wymienione uwagi krytyczne, z ktorych przynajmniej
cze$¢ ma charakter dyskusyjny, nie umniejszaja w znaczacym stopniu jej wartosci. Kandydat
wykonal ogromna prace, wymagajaca bardzo duzej wiedzy w zakresie fizyki, chemii oraz metod
symulacyjnych oraz bieglosci i profesjonalizmu w poslugiwaniu sie metodami symulacji mole-
kularnej i interpretacji ich wynikéw. Rozprawa spelnia z duza nawiazks wymagania stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (tekst jednolity: DzU z 2022 r. poz. 574 z pézn. zm.), jak réwniez zwyczajowe stan-
dardy stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych. Dlatego z
pelnym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizyki Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie Pana mgra Vu Van Quyena do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczeénie, z uwagi na bardzo duza warto$¢ naukowa, w szczegdlnosci duzy tadunek nowosci
naukowej rozprawy, wnosze o jej wyréznienie. Uzasadnienie wyréznienia zalaczam.
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prof. dr hab. Jézef Adam Liwo
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Uzasadnienie wyréznienia rozprawy doktorskiej
Pana mgra Vu Van Quyena
pt. ,,Influence of the ribosome on protein ejection and folding”

Rozprawa doktorska pana mgra Vu Van Quyena dotyczy teoretycznego modelowania zwija-
nia bialek w érodowisku rybosomu na etapie syntezy (zwijanie kotranslacyjne) oraz okreslenia
czynnikéw okrelajacych réznice zwijania kotranslacyjnego u renaturacji bialek bez udzialu rybo-
somu. Kandydat uzyskal bardzo wane naukowo wyniki: (i) udowodnil, ze szybkos¢ opuszczania
kanalu rybosomowego przez biatko jest silnie zalezna od rodzaju bialka, przede wszystkim od
jego tadunku, (ii) udowodnil, ze oddzialywania hydrofobowe sa o ok. 30 % slabsze w kanale
rybosomowym w stosunku do $rodowiska poza nim i podal termodynamiczne wyjaénienie tego
faktu oraz (iii) udowodnil, ze wplyw srodowiska rybosomu na szybkoé¢ zwijania bardzo silnie
zalezy od rodzaju bialka i jest maly, jezeli jego natywna struktura zawiera wiele ,,zapetlonych”
kontaktéw. Wszystkie uzyskane wyniki stanowia nowosé naukows i stanowia kamien milowy na
drodze do zrozumienia mechanizmu zwijania bialek. O ich bardzo duzym znaczeniu $wiadczy
wysoka ranga czasopism, w ktérych ukazaly si¢ publikacje bedace podstawa rozprawy. Kandy-
dat jest pierwszym autorem dwdéch a drugim autorem trzeciej z tych publikacji. W mojej opinii
jego rozprawa w peki zastuguje na wyrdznienie.
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prof—dr hab. Jézef Adam Liwo




